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PROCEDE DE STABILISATION D x UN CRYOPRECIPITE DE PROTEINES PLASMATIQUES DESTINE A 
ETRE SOUMIS A UN TRAITEMENT THERMIQUE D * INACTIVATION VI RALE 



5 La presente invention concerne. un procede d'obtention de 

proteines cryoprecipitables issues du plasma sanguin , en 
general par cryoprecipi tation ou par precipitation 
alcoolique a froid, faisant intervenir une etape de 
lyophilisation et une etape ulterieure d' inactivation virale 

10 par traitement thermique du lyophilisat, comprenant une. 
etape d'ajout d'une formulation stabilisante et 
solubilisante permettant une lyophilisation de compositions 
liquides dedites proteines et une remise en solution aisee 
des formes lyophilisees apres traitement thermique 

15 d' inactivation virale. Dans le cadre de 1 ' invention, le 
terme "proteine" recouvre la proteine en tant que telle et 
egalement les concentres et les fractions, contenant une 
telle proteine, notamment a usage therapeutique, seule ou en 
melange avec d'autres telles proteines. Ces concentres et 

2 0 fractions sont obtenus par des methodes de f ractionnement du 
plasma humain ou animal connues dans 1 1 art anterieur. 
Egalement, la locution "composition liquide de proteines 
cryoprecipitables" signifie une composition liquide 
comprenant au moins une proteine caracterisee par son 

2 5 insolubilite a froid lors de la decongelation d'un plasma 

humain ou animal congele, ou bien par son insolubilite lors 
d'une precipitation par l'ajout au plasma d'un solvant 
organique, tel que l'ethanol, a froid. 

L 1 utilisation de produits therapeutiques issus du plasma 

3 0 humain, tels que les facteurs de la coagulation, a des fins 

therapeutiques, notamment dans le cas de troubles 
hemorragiques hereditaires tels que 1 1 hemophi 1 i e , peut etre 
grandement compromise par le risque considerable que 
presente pour le patient hemophile la presence de virus dans 
3 5 les produits sanguins. Malgre la selection rigoureuse de 
donrieurs individuels, il persiste un risque de transmission 
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de divers virus notamment ceux de 1' hepatite et du SIDA et 
des virus inconnus a ce jour et pouvant se reveler 
transmissibles pair les produits sanguins . 

Par consequent, la transmission virale doit etre evitee 
5 par des traitements adequats des differentes fractions 
purifiees issues du plasma des donneurs et destinees a un 
usage therapeutique . A ce titre, di verses methodes 
d' inactivation ou d' elimination virale appliquees a di verses 
fractions proteiniques issues du plasma sanguin sont bien 

10 connues . On peut citer, par exemple, leurs traitements par 
solvant-detergent, ultrafiltration et nanof iltration, par 
pasteurisation ou par chauf fage prolonge. Dans le cas du 
traitement par chauf fage prolonge, celui-ci ne s ' applique 
habituellement qu'a des fractions de proteines du plasma 

15 prealablement lyophilisees tout en necessitant des 
temperatures de chauf fage d'au mo ins 7 0°C sur des laps de 
temps compris entre 5 0 et 100 heures pour une inactivation 
virale optimale. Cependant, sous de telles conditions 
severes de traitement thermique, les proteines plasmatiques , 

2 0 fragiles et thermolabiles, subissent des degradations, ce 
qui conduit a des diminutions importantes de leurs fonctions 
biologiques . 

Afin de remedier a cet inconvenient, des excipients 
protecteurs et stabilisants de proteines plasmatiques sont 

2 5 prealablement ajoutes a des compositions proteiniques 

liquides avant lyophilisation afin de repondre a un double 
objectif conjoint. Le premier objectif repond a la necessite 
d'une stabilisation d'une part des proteines considerees au 
cours de la lyophilisation et, d ' autre part, des proteines 

3 0 lyophilisees lors du stockage et, le second objectif, 

correspond au besoin d'une protection des proteines 
lyophilisees au cours du traitement thermique d ' inactivation 
virale . 

Le brevet EP 0 094 611 decrit une methode de chauf fage 
3 5 de fractions proteiniques du plasma lyophilisees, le Facteur 
VIII ou le fibrinogene, consistant a soumettre le produit 
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sec a une temperature de chauffage de 60°C pendant 72 a 96 
heures . Ce brevet ne fait mention d ' aucune composition 
particuliere d'excipients stabilisants au cours du 
traitement thermique. 
5 Le brevet canadien 1 260 389 mentionne 1 1 incorporation 

d'excipients, tels que des anions non polaires de masse 
moleculaire superieure a 80, des sucres, des sucres 
reducteurs et des acides amines notamment, dans des 
compositions liquides de proteines du plasma prealablement a 

10 la lyophilisation af in de leur conferer une stabilisation au 
chauffage a sec pendant environ 72 heures a 68°C. Cependant, 
1 1 association de sucres reducteurs avec des acides amines 
conduit a des composes de Maillard dont les proprietes ne 
sont pas en faveur d'une bonne innocuite des proteines 

15 traitees (activite, immunogeneci te , allergies etc.). Ce 
traitement necessite d ' operer sous vide ou sous atmosphere 
inerte . 

La plupart des excipients stabilisants peuvent se 
reveler protecteurs de fractions de proteines plasmatiques 
2 0 au cours du traitement thermigue a sec de celles-ci, a des 
temperatures de 1 1 ordre de 60°C-68°C pendant 30 a 96 heures 
(P. Thomas, British Journal of Haematology, 70, 1998, 393- 
395 et J. A. Levy et al . , The Lancet, June 22, 1985, 1456- 
1457) . Toutefois, malgre une diminution du titre viral apres 

2 5 un tel traitement dans ces conditions, il a ete demontre que 

des infections telles que HIV, HBV, HBC et parvovirus B19 
pouvaient neanmoins etre transmises (P. Thomas cite ci- 
dessous) . Pour leur elimination ef ficace, il a ete propose 
de chauffer les fractions de proteines plasmatiques 

3 0 lyophilisees a des temperatures plus elevees. Ainsi, S.J. 

Skidmore et al . (Journal of Medical Virology, 30, 1990, 50- 
52) ont montre qu'un traitement thermique de concentres de 
Facteur VIII lyophilises a une temperature de 80°C pendant 
72 heures evite la transmission du virus HCV non-A et non-B . 
3 5 Le brevet US 5 831 027 decrit ainsi un precede de traitement 
thermique d'une proteine lyophilisee issue du cryoprecipite 



WO 2005/004901 



- 4 - 



PCT/FR2004/001788 



1 0 



de plasma sanguin, le fibrinogene, a une temperature de 80°C 
pendant 72 heures permettant ainsi 1 • ob tent ion du 
fibrinogene exempt d'eventuels virus tels que ceux de HBV, 
HBC ou le parvovirus B19 . Les excipients stabilisants 
ajoutes pour proteger la composition de fibrinogene a la 
fois aucours de la lyophilisation et pendant le traitement 
thermique d ' inactivation virale, comprennent le saccharose 
et/ou un acide amine (arginine) , le tampon Tris et le 
citrate de sodium. L . Wilkelman et al . (Virus Inactivation 
in Plasma Products., Curr.Stud Hematol Blood Transfus., 
Basel, Karger, 1989, N°56, 55-69) montrent egalement la 
necessite d'ajout d' excipients au Facteur VIII prealablement 
a la lyophilisation et a un traitement thermique 
d' inactivation virale a 80°C pendant 72 heures. Les 
15 excipients decrits sont : NaCl, citrate de sodium, Tris, 
CaCl2 et saccharose . 

Par ailleurs, etant dome que les differentes proteines 
issues du f rac tionnement du plasma, ayant subi une 
lyophilisation et un traitement thermique d ' inactivation 
10 virale, necessitent une reconsti tution dans un milieu 
adequat avant leur utilisation clinique, celle-ci doit 
pouvoir etre facilement mise en oeuvre sur un laps de temps 
relativement court selon les exigences preconisees par la 
Phamacopee Europeenne. A cet egard, des etudes sur la 
'.5 stabilite thermique du Facteur VIII dans un cryoprecipi te 
lyophilise (J. Margolis et al . , The lancet, December 8, 
1984, 1345) contenant, prealablement a la lyophilisation, un 
melange d'acides amines naturels approprie a une 
alimentation parenterale, la Synthamin 17% (Travenol 
Laboratories Ltd.), ont montre qu'un traitement a 80°C 
pendant 16 heures, entrainait non seulement xine degradation 
du Facteur VIII telle que son activite etait nulle mais 
egalement une impossibilite de redissoudre le cryoprecipite 
apres les operations considerees . Le brevet US 5 399 670 
decrit un procede pour faciliter la solubilisation ou la 
reconsti tution des compositions de complexe de Facteur VIII 
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.lyophilisees avec de 1 * eau purifiee pour injection, 
comprenant une etape d'ajout d'arginine a une solution de 
Facteur VIII prealablement a sa lyophilisation, Ce brevet ne 
mentionne pas de traitement thermique d' inactivation virale. 
5 II peut egalement etre prevu, selon ce brevet, l'ajout 
d'histidine et d'albumine. Les excipients stabilisants 
mentionnes dans le brevet US 5 831 027 cite precedemment , 
sont egalement destines a favoriser la dissolution du 
fibrinogene lyophilise dans 1 1 eau pure, prealablement a son 
0 usage therapeutique . 

Toutefois, le choix d'une formulation stabilisante est 
dicte par la specif icite des proteines plasmatiques . Ainsi , 
en reference a 1' article de N. Heimburger et al . (Virus 
Inactivation in Plasma Products . , Curr Stud Hematol Blood 
5 Transfus., Basel, Karger, 1989, N°56, 23-33), on considere 
habituellement qu 'une formulation stabilisante specif ique ne 
peut convenir qu 1 a une fraction proteinique aux principes 
actifs donnes. One dif f iculte supplement aire apparait dans 
le cas ou des fractions proteiniques plus complexes sont 
!0 envisagees, notamment celles ou sont considerees toutes les 
proteines de la coagulation et de l'hemostase issues d'un 
fractionnement du plasma. Par ailleurs, les hydrates de 
carbone, notamment le saccharose, peuvent etre utilises 
efficacement comme excipients de stabilisation et de 
15 . redissolution de fractions proteiniques du plasma, lorsqu'on 
se propose de lyopbiliser les fractions considerees puis de 
les traiter par la chaleur a sec, bien qu'ayant un effet 
ralentisseur sur 1 ' inactivation virale (N. Heimburger et al . 
cite ci-dessus) . Par consequent, les fractions proteiniques 
3 0 ainsi trai tees peuvent ne pas etre totalement exemptes de 
virus et leur utilisation sur le plan clinique s'en trouve 
restreinte. En outre, certains hydrates de carbone, comme le 
maltose ou le saccharose, ne peuvent etre utilises sans 
risques chez des sujets presentant des insuf f isances renales 
3 5 et/ou souffrant du diabete. 

Par consequent, compte tenu du besoin medical existant 
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pour ce,rtaines proteines responsables de la coagulation et 
de 1 • hemos tase , en particulier les proteines 
cryoprecipitables , la Demanderesse a cherche a mettre au 
point une formulation simple, exempte dehydrates de carbone 
5 et de tampon Tris, compatible avec un usage therapeutique, 
qui, ajoutee a des compositions liquides de proteines 
cryoprecipitables, confere une bonne protection de tous les 
principes actifs consideres pendant et apres la 
lyophilisation de celles-ci, d'une part, et, d ' autre part, 

1 0 contre les chocs thermiques necessaires a la destruction des 
virus et qui permet, en meme temps, un temps de remise en 
solution reduit des formes lyophilisees de ces proteines. 

A cette fin, considerant que l'ajout d'arginine a des 
compositions liquides de proteines cryoprecipitables offre 

1 5 un ef f et protecteur pendant et apres la lyophilisation de 
celles-ci, tout en permettant la solubilisation de leurs 
formes lyophilisees mais sans assurer leur stabilite au 
traitement thermique d ' inactivation virale, la Demanderesse 
a cherche dif ferents composes, seuls ou en melange, dont 

2 0 l'ajout a 1 1 arginine offrirait une protection contre la 

denaturation thermique. Ainsi, la Demanderesse a trouve de 
fagon surprenante que l'addition a I'arginine, acide amine 
tres hydrophile, d'au moins un acide amine hydrophobe, de 
preference choisi parmi les plus hydrophobes selon Kyte et 
25 al. (J. Mol. Biol., 157, 105-132, 1982), et de citrate 
trisodique permettait la stabilisation des proteines 
cryoprecipitables pendant et apres la lyophilisation, tout 
" en ameliorant de fagon notable la solubilisation des formes 
lyophilisees apres le traitement thermique d* inactivation 

3 0 virale . 

Par consequent, 1 ' invention concerne un procede 
d'obtention de proteines cryoprecipitables, comprenant une 
etape d * inactivation virale par traitement thermique d'un 
lyophilisat desdites proteines, caracterise en ce qu'il 
3 5 comprend, avant la mise des proteines sous la forme de 
lyophilisat, une etape initiale d'ajout, auxdites proteines, 
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d'une formulation stabilisante et solubilisante comprenant 
un melange d'arginine, d'au moins un acide amine hydrophobe 
et de citrate trisodique. 

Ainsi, l'ajout de la formulation stabilisante et 
5 solubilisante dans le procede selon 1 ' invention permet de 
conserver aux proteines cryoprecipi tables a partir du plasma 
sanguin une activite biologique sa ti s f ai sante apres 
lyophilisation et traitement thermique d ' inac tivat ion 
virale, meme si celui-ci est severe, et de presenter un 
I 0 temps de remise en solution reduit tout en preservant un 
caractere de limpidite a la solution du lyophilisat 
reconstitue. Cette formulation presente en outre 1 ' avantage 
d'etre simple, universelle et de pouvoir etre aisement mise 
en oeuvre sur le plan industriel avec des gains de temps 
.5 appreciables . 

De preference, la formulation stabilisante et 
solubilisante utilisee dans le procede de 1 1 invention est 
constitute du seul melange d'arginine, d'au moins un acide 
amine hydrophobe et de citrate trisodique. Une telle 
:0 formulation exclusivement constitute de ces trois composes, 
presente part iculierement 1 1 avantage d'associer une 
reduction des durees et des couts de preparation a 1 ' echelle 
industrielle grace a la presence d'un nombre minimal mais 
efficace d * adjuvants . 
5 Tout acide amine hydrophobe (selon Kyte et al . cite ci- 

dessus) , tel que la valine et la phenylalanine, convient 
dans le cadre de 1 1 invention mais avantageusement le choix 
se porte sur la leucine, l'iso-leucine ou un melange des 
deux. 

0 La formulation stabilisante et solubilisante comprend 

egalement du citrate trisodique qui permet, d'une part, 
d'ajuster. le pH des compositions liquides de proteines 
cryoprecipitables avant les traitements mentionnes ci-dessus 
et, d' autre part, d'accroitre 1'effet protecteur de celle-ci 

5 a condition d'en ajuster la concentration. 

Enfin, la formulation stabilisante et solubilisante peut 
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en outre etre additionnee de glycine et/ou de lysine. 

Elle peut egalement, en tant que de besoin, etre 
additionnee d' adjuvants stabilisants connus dans la 
technique . 

5 Dans le contexte de 1* invention, on peut ajouter la 

formulation stabilisante et solubilisante comprenant le 
melange des trois composes d'interet a une composition 
liquide de proteines cryoprecipi tables , ou les proteines 
cryoprecipitables peuvent etre dissoutes dans une solution 
10 aqueuse de la formulation comprenant le melange des trois 
composes d'interet. 

Les concentrations des differents additifs envisages 
pour la formulation stabilisante seront choisies par I'homme 
du metier de fagon a obtenir 1 ' ef f et de stabilisation voulu . 
15 Avantageusement, les concentrations en chacun des additifs, 
par litre de compositions liquides de proteines 
cryoprecipitables, sont les suivantes : 

- arginine, de 25 a 50 g/1 et de preference de 35 a 45 
g/1 (en reference au brevet US 5 399 670) 

- citrate trisodique, de 0,5 a environ 12 g/1 ; 

- leucine, isoleucine ou leur melange, de 5 a 15 g/1 et 
de preference de 9 a 11 g/1 ; et 

glycine et/ou lysine, chacune de 1 a 5 g/1 et de 
preference chacune de 1,5 a 2,5 g/1. 

Dans le cadre de 1' invention, la lyophilisation de 
compositions liquides de proteines prealablement congelees 
est effectuee selon des methodes classiques utilisant des 
dispositifs habituels, selon des conditions de mise en 
oeuvre connues de I'homme du metier. Avantageusement , la 
lyophilisation est effectuee a des temperatures comprises 
entre -40°C et -30°C pendant environ 48 heures . 

Le traitement thermique d 1 inac tivation virale est 
effectue de fagon a inactiver efficacement les virus. II est 
mis en oeuvre de preference a des temperatures comprises 
5 entre 80°C et 90°C pendant 72 heures. 

Bien que le traitement thermique d ' inactivation virale 
permette 1 1 obtention d'un lyophilisat exempt de virus, le 
procede peut comprendre, prealablement a 1 ' etape d'ajout de 
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la formulation stabilisante et solubilisante a une 
composition liquide de proteines cryoprecipi tables , au moins 
une etape supplementaire d ' inactivation et/ou d ' elimination 
des virus de ladite composition liquide par solvant- 
5 detergent et/ou par nanof iltration , par exemple sur des 
filtres de 35 run, pour assurer au final une inactivation et 
une elimination totales et completes des virus . 

Ainsi, la mise en oeuvre du procede conduit a des 
proteines cryoprecipi tables lyophilisees et viralement 
10 inactivees, qui, une fois reconstitutes dans un milieu 
liquide compatible sur le plan pharmaceutique, tel que 1 1 eau 
pure pour injection, peuvent etre injectees directement a un 
patient- Cette qualite therapeutique des proteines 
cryoprecipitables est obtenue grace a la formulation 

1 5 stabilisante et solubilisante qui rend possible tous les 

traitements ment ionnes precedemment , notamment les 
traitements d* inactivation et d 1 elimination des virus, tout 
en conservant l'activite biologique de ces proteines 
cryoprecipitables traitees et les caracteris t iques de 

2 0 dissolution du lyophilisat. 

La formulation stabilisante et solubilisante utilisee 
selon le procede de 1 ' invention s' applique aux proteines 
cryoprecipitables, telles que le Facteur VIII, le Facteur 
von Willebrand, le Facteur XIII, le fibrinogene et la 

2 5 f ibronectine, obtenues par des methodes de f ractionnement du 

plasma sanguin connues de l'homme du metier. La formulation 
stabilisante et solubilisante s 1 applique egalement aux 
differents concentres de proteines semi-purifies, obtenus 
par exemple par extraction/solubilisation en tampon Tris et 

3 0 adsorption sur gel d'alumine, tel que decrit par 

Wickerhauser et al . (Vox Sang., 35, 18-31, 1978). Un 
concentre ainsi obtenu, enrichi en Facteur VIII et Facteur 
von Willebrand, peut etre chauffe selon les conditions 
decrites dans le brevet EP 0 094 611 . 
3 5 Cette formulation est egalement appropriee a la 

stabilisation et a la solubilisation des proteines purifiees 
ou des fractions enrichies en chacun des facteurs de la 
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coagulation telles gu'obtenues notamment apres la mise en 
oeuvre de methodes chroma tographiques decrites, par exemple, 
dans le brevet EP 0 359 593, ayant ete ensuite lyophilisees 
et ayant subi un traitement thermique d 1 inactivation virale.. 
5 Par ailleurs, cette formulation est appropriee a la 
stabilisation du fibrinogene purifie obtenu a partir du 
cryoprecipite de plasma ou du plasma par precipitation 
alcoolique a froid, telle que decrite par Kistler et al . 
(Vox Sang., 7, 1962, 414-424). II convient de noter que dans 

10 le contexte de 1" invention, lors de la purification du 
fibrinogene a partir d'un cryoprecipite par toute technique 
de f ractionnement connue de l'homme du metier, celui-ci est 
tou jours accompagne. d'une faible teneur en Facteur XIII 
(FXIII) , non redhibitoire pour son activite therapeutique. 

15 Ce procede est particulierement avantageux parce qu'il 

peut etre applique a 1' ensemble des proteines 
cryoprecipitables ou a . au moins une proteine choisie parmi 
celles-ci et, en particulier, choisie parmi le Facteur VIII, 
le Facteur von Willebrand, le Facteur XIII, le fibrinogene 

2 0 et la f ibronectine. 

L' invention se rapporte egalement aux concentres d'au 
moins une proteine cryoprecipi table , notamment a usage 
therapeutique, comprenant la formulation stabilisante et 
solubilisante selon le procede de 1' invention. 

2 5 Enfin, 1' invention concerne une formulation stabilisante 

et solubilisante pour les proteines cryoprecipitables 
destinees a etre soumises a une lyophilisation et a un 
traitement thermique d 1 inactivation virale comprenant un 
melange d'arginine, d'au moins un acide amine hydrophobe et 

3 0 de citrate trisodique. De preference, la formulation 

stabilisante et solubilisante est constitute dudit melange 
d'arginine, d'au moins un acide amine hydrophobe et de 
citrate trisodique . 

Les exemples suivants illustrent 1 1 invention sans 
3 5 toutefois en limiter la portee . 
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Exeinple 1 

Un cryoprecipite, constitue en grande majorite de 
Facteur VIII, de facteur von Willebrand, de Facteur XIII, de 
fibrinogene et de f ibronectine, a ete remis en solution dans 
une formulation stabilisante et solubilisante de 1 ' invention 
comprenant le melange de composes donnes au Tableau 1 
(Solution A). La concentration en proteines est d' environ 15 

g/i- 



1 0 



Tableau 1 : composes et leurs concentrations (Solution A) 



Composes 


Concentration (q/1) 


Arainine 


40 


Iso-leucine 


10 


Citrate trisodicrue 


2,5 


Lysine 


2 


Glycine 


n 



1 5 



20 



25 



30 



Apres homogeneisation du melange, la solution ainsi 
obtenue est filtree sur des filtres de 0,45 et 5 ml sont 
preleves et places dans un flacon. La solution subit ensuite 
une lyophilisation a -30°C pendant 48 heures . On procede de 
facon identique avec une solution de reference comprenant le 
meme cryoprecipite que le precedent mais qui a ete remis en 
solution dans une formulation standard comprenant un melange 
respectif de Tris. (2,4 g/1), de citrate trisodique (5,88 
g/1) et de NaCl (1,16 g/1) (Solution B) . 

Apres la lyophilisation, les deux lyophilisats de 
cryoprecipite obtenus, a savoir 1 ■ un comprenant la 
formulation de 1 ■ invention et 1 • autre la formulation 
standard, sont remis en solution dans 5 ml d'eau pure pour 
injection (respectivement denommees Solution A' et Solution 
B'). On procede alors a des experimentations destinees a 
apprecier Inaptitude des formulations standard et celle de 
1' invention a proteger ou a stabiliser 1 ' ensemble des 
proteines considerees durant la lyophilisation, 
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con j ointement a solubiliser les formes lyophilisees 
obtenues . A cet effet, on evalue, pour chacune des Solutions 
A 1 et B', les trois parametres suivants : 1 ' aspect du 
lyophilisat avant redissolution, le temps de redissolution 
5 du lyophilisat dans 1 * eau purifiee pour injection et la 
turbidite de la solution ainsi obtenue, con j ointement aux 
activites et aux quantites des differentes proteines par des 
methodes connues de 1 ' horame du metier. Les differents 
resultats des mesures sont presentes dans le Tableau 2 dans 
1 0 lequel les unites de volume sont relatives a la solution du 
produit lyophilise reconstitue par 5 ml d'eau purifiee pour 
injection. 

Tableau 2 





Solution A 1 


Solution B' 


Aspect du lyophilisat sec 


jaunatre 


j aunatre , 
lyophilisat 
retracte 


Temps de redissolution 
(min) 


. 6,58 


10,72 


Turbidite (NTU* ) 


18,1 


29 


Fibrinogene coagulable 
(q/D 


12,6 


14, 5 


Fibrinocrene ponderal (a/1) 


11, 6 


11,2 


Activite en Facteur VIII 
(Ul/ml) 


6,7 


6,3 


Activite en Facteur von 
Willebrand (FvW:RCo ; Ul/ml) 


8,1 


8,1 


Activite antigene en 
Facteur XIII (Ul/ml) 


1,51 


1,24 


Fibronectine (mg/ml) 


5, 85 


5, 52 



*NTU : Normalized Turbidity Units 
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Les . resultats obtenus montrent tout d'abord que I'ajout 
d'une formulation de 1' invention (Solution A) aux proteines 
du cryoprecipite, par rapport a la formulation standard 
(Solution B) , permet de reduire sensiblement le temps de 
5 redissolution du lyophilisat, de 1 * ordre de 40%. On observe 
egalement que la formulation A donne de meilleurs resultats 
sur le plan de la turbidite ce qui indique une presence 
diminuee, par rapport a la solution B, en produits de 
degradation insolubles dans 1 1 eau . Dans les deux cas, les 

1 0 Solutions A et B restituent globalement les memes quantites 

et activites des proteines considerees apres lyophilisation . 

Exemole 2 

Les deux lyophilisats de proteines du cryoprecipite 
15 precedents, a savoir Tun comprenant la formulation de 
1' invention et 1 ' autre la formulation standard, sont 
chauffes a sec pendant 72 heures a 80°C. Le lyophilisat 
chauffe. des proteines - du cryoprecipite comprenant une 
formulation de 1 1 invention (Solution A) est remis en 

2 0 solution dans 5 ml d' eau pure pour injection (Solution A"). 

On observe que le lyophilisat chauffe des proteines du 
cryoprecipite comprenant la formulation standard (Solution 
B) ne peut etre remis en solution. Cette impossibility de 
redissolution s'explique par la presence de proteines 

2 5 denaturees par la chaleur et insolubles, ce qui demontre que 

la solution B ne stabilise pas les proteines au cours du 
traitement thermique . Comme pour l'Exemple 1, on precede 
toutefois aux memes experimentations destinees a apprecier 
1* aptitude de la formulation de 1 1 invention a stabiliser et 

3 0 a solubiliser con j ointement 1' ensemble des proteines 

considerees apres le traitement thermique d 1 inactivation 
virale effectue sur leurs formes lyophilisees de l'Exemple 
1. Les differents resultats des mesures sont presentes dans 
le Tableau 3 dans lequel les unites de volume sont relatives 
3 5 a la solution du produit lyophilise reconstitue par 5 ml 
d'eau purifiee pour injection. 
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Tableau 3 





Solution A" 


Aspect du lyophilisat sec 


jaune citron 


Temps de redissolution 
(min) 


3,73 


Turbidite (NTU* ) 


18,3 


Fibrinogene coagulable 

(CT/1) 


13,3 


Fibrinogene ponderal (g/1) 


11,7 


Activite en Facteur VIII 
(Ul/ml) 


5,6 


Activite en Facteur von 
Willebrand (FvW:RCo ; Ul/ml) 


6,0 


Activite antigene en 
Facteur XIII (Ul/ml) 


1,86 


Fibronectine (mg/ml ) 


5, 93 



*NTU : Normalized Turbidity Units 



5 La comparaison des resultats des mesures obtenus pour 

les Solutions A' et A", extraits respectivement des Tableaux 
1 et 2 , montre de fagon surprenante que la Solution A, 
formulation selon 1" invention, permet une reduction tres 
importante, d* environ 50%, du temps necessaire a la 
1 0 redissolution des proteines traitees thermiquement par 
rapport a celui obtenu apres lyophilisation, sans pertes 
notables de leurs fonctions biologiques. 

Exemple 3 

15 Un lot de fibrinogene, ayant ete isole et purifie a 

partir d'un cryoprecipite par la methode de Kistler et al . , 
a ete mis en solution a raison de 15 g/1 dans une 
formulation temoin constitute d'un melange de citrate 
trisodique (2,5 g/1), de lysine (2 g/1) et de glycine (2 
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■ g/1) (Solution C) . On obtient ainsi une solution concentree 
en fibrinogene. A cette solution, on ajoute divers acides 
amines afin d'etudier leur influence sur le temps de 
redissolution du lyophilisat de fibrinogene avant et apres 
5 chauf fage. Les solutions obtenues, ainsi que les 
concentrations en acides amines, sont indiquees au Tableau 4. 



Tableau 4 



Solution 


Acide amine (g/1) 


C 




CI 


C + valine (5 g/1) 


C2 


C + leucine (5 g/1) 


C3 


C + arginine (10 g/1) 


C4 


C + isoleucine (10 g/1) 


C5 


C + Isoleucine (10 g/1) + 
arginine (10 g/1 



10 

Les dif ferentes solutions (Solutions C a C5) sont 
ensuite filtrees et 10 ml de chaque solution sont soumis a 
une lyophilisation et au traitement thermique selon 
1 1 Exenvple .1 . Les lyophilisats respectifs sont repris dans 10 
15 ml d'eau pure pour injection et on mesure le temps 
necessaire pour une redissolution totale des lyophilisats . 
Les resultats sont presentes au Tableau 5 . 



Tableau 5 

20 



Solution 


Temps de redissolution 
avant chauf fage (min) 


Temps de redissolution 
apres chauffage (min) 


C 


32, 66 


61,50 


CI 


15,22 


8, 05 


C2 


16, 3 


22,93 


C3 


6,0 


12, 69 


C4 j 


11,25 


10,75 


C5 


5,7 


4,85 
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Les resultats montrent bien que la Solution C5 selon 
1 ■ invention off re le temps de redissolution le plus court. 

Afin de montrer egalement 1* aptitude des solutions 
considerees a stabiliser le fibrinogene au cours de la 
5 lyophilisation et du chauffage des formes seches, en 
fonction de la nature de l'acide amine ajoute, on procede a 
des mesures de turbidite des solutions precedentes 
reconstitutes. Le Tableau 6 presente les mesures de la 
turbidite avant chauffage des lyophilisats des Solutions C a 
10 C5, de meme qu ' apres chauffage de celles-ci. 



Tableau 6 



Solution 


Turbidite avant 
chauffage 
(*NTU) 


Turbidite apres 
chauffage 
(*NTU) 


Accroissement 
(%) 


C 


24, 25 


34,65 


42, 9 


CI 


18,04 


22,83 


26, 6 


C2 


18, 48 


24,68 


- 35,6 


C3 


15,44 


18,80 


21,8 


C4 


13,02 


16,06 


23, 3 


C5 


10, 98 


11,88 


8,2 



(*NTU) : Normalized Turbidity Units 



1 5 

Les resultats indiquent de maniere indubitable qu'une 
formulation de 1 ' invention (Solution C5) presente la plus 
faible difference de turbidite des solutions reconstituees, 
avant et apres chauffage, ce qui se traduit par un 

2 0 accroissement de seulement 8,2%, par rapport a la Solution C 

dont 1 1 accroissement est de 42,9%. 

Exemple 4 

Les Solutions C, C3 a C5 de 1' Exemple 3, contenant un 
2 5 autre lot de fibrinogene, sont lyophilisees et chauf fees a 
80°C pendant 72 heures . Les lyophilisats correspondant sont 
ensuite repris dans 10 ml d'eau pure pour injection et on 
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mesure les parametres suivants : le temps de redis solution, 
la quantite en multimeres non solubles, la turbidite, et la 
filtrabilite des solutions reconstitutes par des methodes 
connues de 1 ' homme du metier. En particulier, la 
5 filtrabilite permet d'apprecier le degre de denaturation 
d'une proteine, le fibrinogene dans le cas present, sans 
toutefois definir le ou les facteur(s) de denaturation qui 
peuvent etre proportionnels a la quantite en particules, 
fibrilles ou multimeres. De meme, la teneur en multimeres 

1 0 est egalement proportionnelle au degre de denaturation du 

fibrinogene et est mesuree par electrophorese (SDS Page) . 
L'essai de filtrabilite consiste a mesurer le volume filtre 
recupere d'une solution a travers un filtre a porosite 
suffisante pour assurer la sterilisation de la solution, 
15 soit de 0,2 0 ± 0,02 fim et de 2 5 mm de diametre au moyen 
d'une seringue contenant 10 ml de la solution a etudier. Le 
volume filtre recupere traduit 1 1 importance du colmatage du 
filtre par les produits de degradation. Ainsi, plus le 
volume recupere est grand, moins le fibrinogene est degrade. 

2 0 Les resultats des differentes mesures sont presentes dans le 

Tableau 7 . 



Tableau 7 



Solution 


Filtrabilite 
(ml) 


Temps de 
redissolution 
(min) 


■ Quantite 
en 

multimeres 
(%) 


Turbidite 
(*NTU) 


C 


7 


20 


10 


26 


C3 


10 


20 


10 


' 21 


C4 


10 


10 


5 


11 


C5 


10 


4 


< 3 


11 



2 5 (*NTU) : Normalized Turbidity Units 

Les quatre parametres analyses ci-dessus indiquent 
qu'une formulation de la presente invention (Solution C5) 
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est particulierement adaptee a la stabilisation et a la 
redissolution du lyophilisat de fibrinogene chauffe. Le 
lyophilisat de fibrinogene reconstitue presente une 
filtrabilite rapportee a la surface du filtre d' environ 2 
5 ml /cm 2 . 

Afin de demontrer les pouvoirs stabilisant et 
solubilisant de la Solution C5 selon 1 ' invention vis-a-vis 
du fibrinogene meme a des conditions severes de traitement 
thermigue, les Solutions C3 et C5 contenant un autre lot de 

0 fibrinogene, ont ete lyophilisees et chauffees a 90°C 
pendant 72 heures. Hormis 1 • etude des quatre parametres ci- 
dessus, on a procede a des essais supplement aires cons is tan t 
a des mesures du taux de produits de degradation du 
fibrinogene (PDF) . Dans le cadre de cet exemple, les PDF 

5 (|*g /ml) representent des peptides de tailles diverses 
engendres lors d'une denaturation du fibrinogene. Plus cette 
valeur est importante, plus celui-ci apparait degrade et est 
susceptible de former par exemple des caillots . Les 
resultats des differentes mesures sont presentes dans le 

0 Tableau 8 . 



Tableau fi 



Solution 


Filtrabilite 
(ml) 


Temps de 
redissolution 
(min) 


Quantite 
en 

multimere 
s 
(%) 


Turbidite 
(*NTU 


PDF 
(|xg/ml) 


C3 


< 6 


10 


10 


16 


750 a 
1250 


C5 


10 


10 


10 


11 


625 a 
750 



Les resultats ci-dessus demontrent que malgre des 
conditions de chauffage tres severes, la formulation selon 
1" invention (Solution C5) pennet encore de proteger et de 
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solubiliser le fibrinogene apres une lyophilisation et un 
traitement thermique de 90°C pendant 72 heures, ce qui est 
revele par de bonnes valeurs des parametres etudies . Le 
lyophilisat de fibrinogene reconstitue presente egalement 
5 une filtrabilite rapportee a la surface du filtre d' environ 
2 ml/cm 2 . 

Exemple 5 

Cet exemple traite de 1' influence de la concentration en 
10 citrate trisodique contenu dans une formulation de 
1 ' invention (Solution A) sur la stabilisation et la 
solubilisation d'une solution de fibrinogene destinee a etre 
lyophilisee et chauffee a 80°C pendant 72 heures. Un lot de 
fibrinogene, obtenu a partir d'un cryoprecipite, a ete mis 
15 en solution a raison de 15 g/1 et homogeneise dans la 
Solution A dans laquelle on a fait ensuite varier la 
concentration en citrate trisodique d 1 une solution a 
1' autre. On a obtenu quatre solutions, notees respectivement 
Solutions Al, A2 , A3 et A4 , contenant respectivement 0,5 
20 g/1, 1 g/1, 2 g/1 et 11,2 g/1 en citrate trisodique. Ces 
solutions sont ensuite filtrees comme precise a l f Exemple 1 
et 5 ml de chacune des solutions sont preleves et places 
dans un flacon. Les quatres solutions precedentes contenant 
le fibrinogene ont subi une lyophilisation et un traitement 

2 5 thermique indique a 1 'Exemple 1. Les quatre lyophilisats de 

fibrinogene non chauffes d 1 une part, et, d* autre part, 
chauffes sont ensuite remis en solution dans 5 ml d'eau pure 
pour injection pour dormer les quatre solutions Al , A2 , A3 
et A4 precedentes. On procede a des experimentations 

3 0 destinees a apprecier 1 1 influence de la concentration en 

citrate trisodique de la formulation de 1 ' invention sur 
1' aptitude de celle-ci a proteger le fibrinogene durant la 
lyophilisation et a le solubiliser apres le chauffage des 
formes lyophilisees , ceci par rapport a ces solutions 
3 5 n'ayant subi aucune des operations precedentes (solutions 
temoins correspondantes) . A cet effet, on mesure, pour 
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chacune des Solutions Al , A2 , A3 et A4 , les parametres 
suivants : le temps de redissolution du lyophilisat dans 
I'eau pure pour injection, la turbidite de la solution ainsi 
obtenue, les quantites en multimeres insolubles, en 
5 fibrinogene ponderal et coagulant par des methodes connues 
de l'homme du metier. Les differents resultats des mesures 
sont presentes dans le Tableau 9 dans lequel les unites de 
volume sont relatives a la solution du produit lyophilise 
reconstitue par 5 ml d'eau purifiee pour injection. 
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Les resultats obtenus montrent que le choix d'une 
concentration dans la plage de valeurs de 0,5 a environ 12 
g/1 en citrate trisodique contenue dans une des formulations 
de 1' invention ci-dessus non seulement permet une 
5 stabilisation satisf aisante du fibrinogene au cours de la 
lyophilisation et du traitement thermique, par rapport aux 
solutions temoins, mais permet egalement de conserver des 
temps de redissolution globalement identiques du fibrinogene 
lyophilise par rapport a celui chauffe a sec. 

10 

Exemole 6 

Cet exemple traite de 1 1 influence de la concentration en 
citrate trisodique contenu dans une formulation selon 
1' invention (Solution A) sur la stabilisation du Facteur 

15 XIII contenu dans une solution de fibrinogene destinee a 
etre lyophilisee, d'une part, et, d'autre part, chauffee a 
80°G pendant 72 heures . Ces deux proteines, ayant ete 
obtenues a partir d 1 un cryoprecipite, ont ete mises en 
solution a raison de 15 g/1 (fibrinogene + Facteur XIII) et 

2 0 homogeneisees dans deux formulations selon 1 1 invention 
(Exemple 1) contenant respectivement 2,5 g/1 (Solution A) et 
11,2 g/1 (Solution A4) de citrate trisodique. Prelablement a 
la lyophilisation, les Solutions A et A4 ont subi les 
operations decrites dans 1 ■ Exemple 1. Les deux lyophilisats 

2 5 de fibrinogene et de facteur XIII, d'une part, non chauffes 

et, d'autre part, chauffes sont ensuite remis en solution 
dans 5 ml d'eau purifiee pour injection pour donner les deux 
solutions A et A4 precedentes . On mesure respectivement 
l'activite en FXIII exprimees Ul/ml (d'eau purifiee pour 

3 0 injection) et le FXIII-antigene en Ul/ml ainsi que le 

rapport activite en FXIII : FXIII-antigene (note R) selon des 
methodes d' analyses classiques. Les differents resultats 
des mesures sont presentes dans le Tableau 10. 
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Tableau 10 





Lyophilisat non chauffe 


Lyophilisat chauffe 


Activite 
FXIII 
(Ul/ml) 


FXIII 
antigene 
(Ul/ml) 


R 


Activite 
FXIII 
(Ul/ml) 


FXIII 
antigene 
(Ul/ml) 


R 


Sol. A 


1,5 


2,25 


0, 60 


1,3 


2,8 


0,46 


Sol. A4 


9,9 


8,22 


i,2 1 


8,6 


8,15 


1,06 . 



Les resultats montrent une legere baisse du rapport R 
5 pour chacun des lyophilisats lorsque ceux-ci ont ete traites 
thermiquement , par rapport aux lyophilisats non chauf fes . 
Par ailleurs, on note que la diminution du rapport R est 
moins importante lorsque la teneur en citrate est plus 
elevee. Ce tableau revele en outre que lorsqu ' on augment e la 
10 concentration en citrate d'une solution par rapport a une 
autre, en 1' occurrence les Solutions A et A4, et qu'on les 
lyophilise, le rapport R augmente egalement. On observe le 
meme phenomene lorsque les lyophilisats sont chauf fes. Par 
consequent, la concentration en citrate influe sur la 

1 5 stabilisation du FXIII ce qui est notamment demontre par les 

valeurs des differentes activites. 

Exemole 7 

Dans cet exemple, on procede a la preparation des quatre 

2 0 solutions selon 1' Exemple 5 qui sont reconstitutes apres 

lyophilisation et traitement thermique (80°C pendant 72 
heures) . Le Tableau 11 qui suit presente les mesures de 
1' activite en FXIII exprimee Ul/ml (d'eau purifiee pour 
injection) et de FXIII-antigene en Ul/ml ainsi que le 
2 5 rapport activite en FXIII : FXIII-antigene (note R) en 
fonction des variations des concentrations en citrate dans 
les solutions . 
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Tableau 11 



! Solution 


Activite FXIII 
(Ul/ml) 


FXIII 
an ti gene 
(Ul/ml) 


R 


Al 


4,8 


6,35 


0,76 


A2 


4,7 


6, 38 


0,74 j 


A3 


5,5 


6,49 


0,85 


A4 


6,0 


5,7 


1, 05 



Les resultats obtenus montrent que plus la concentration 
5 en citrate trisodique contenue dans la formulation de 
1' invention est grande, moins le FXIII subit de 
degradations . 
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Re vendi c a t i on s 

1. Procede d'obtention de proteines cryoprecipitables , 
comprenant une etape d 1 inactivation virale par traitement 

5 thermique d'un lyophilisat desdites proteines, caracterise 
en ce qu'il comprend, avant la raise des proteines sous la 
forme de lyophilisat, une etape initiale d'ajout, auxdites 
proteines, d'une formulation stabilisante et solubilisante 
comprenant un melange d' arginine, d'au moins un acide amine 
10 hydrophobe et de citrate trisodique. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que la formulation est constitute dudit melange d'arginine, 
d 1 au moins un acide amine hydrophobe et de citrate 
trisodique. 

15 3. Procede selon la revendication 1 ou 2 , caracterise en 

ce que 1 ' arginine est presente en une concentration comprise 
entre 25 et 50 g/1. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce 
que la concentration en arginine est comprise entre 3 5 et 45 

20 g/1. 

5. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 
4, caracterise en ce que le citrate trisodique est present 
en une concentration comprise entre 0,5 et environ 12 g/1. 

6. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 

2 5 5, caracterise en ce que 1' acide amine hydrophobe est la 

leucine, 1 1 iso-leucine ou un melange des deux. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce 
que la leucine, 1 ' iso-leucine ou leur melange est present en 
une concentration comprise entre 5 et 15 g/1. 

3 0 8. Procede selon l'une des revendications 6 et 7, 

caracterise en ce que la concentration en leucine ou iso- 
leucine ou leur melange est comprise entre 9 et 11 g/1. 

9. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 
8, caracterise en ce que la formulation est en outre 

3 5 additionnee de glycine et/ou de lysine. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce 
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que la glycine et la lysine sont presentes chacune en une 
concentration comprise entre 1 et 5 g/1. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce 
que chacune des concentrations en glycine et en lysine est 

5 comprise entre 1,5 et 2,5 g/1. 

12. Procede selon l'une guelconque des revendications 1 
a 11, caracterise en ce que la lyophilisation est effectuee 
a des temperatures comprises entre -40°C et -3 0°C pendant 4 8 
heures . 

10 13. Procede selon l'une guelconque des revendications 1 

a 12, caracterise en ce que le traitement thermique 
d'inactivation virale est effectue a des temperatures 
comprises entre 80°C et 90°C pendant 72 heures. 

14. Procede selon l'une guelconque des revendications 1 
15 a 13, caracterise en ce qu 1 il comprend en outre, 

prealablement a I'etape d'ajout de la formulation 
stabilisante et solubilisante a une composition liquide de 
proteines cryoprecipi tables , au moins une etape 
supplement aire d'inactivation et/ou d ' elimination des virus 

2 0 de ladite composition liquide par solvant-detergent et/ou 

par nanof iltration sur des filtres de 35 nm. 

15. Procede selon l'une guelconque des revendications 1 
a 14, caracterise en ce qu'il est applicable a 1 ' ensemble 
des proteines cryoprecipitables . 

25 16. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 

a 15, caracterise en ce qu'il est applicable a au moins une 
proteine choisie parmi le Facteur VIII, le Facteur von 
Willebrand, le Facteur XIII, le fibrinogene et la 
f ibronectine . 

3 0 17. Concentre d'au moins une proteine cryoprecipitable 

comprenant la formulation stabilisante et solubilisante 
introduite selon le procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 16. 

18. Concentre selon la revendication 17 destine a un 
3 5 usage therapeutique. 

19 . Concentre lyophilise de fibrinogene selon la 
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revendi cation 17 ou 18, caracterise en ce qu'apres un 
traitement thermique a des temperatures de 80°C a 9 0°C et 
remise en solution, la solution obtenue presente une 
filtrabilite d' environ 2 ml/cm 2 sur un filtre a porosite de 
5 0, 20 ± 0, 02 M-m- 

20. Formulation stabilisante et solubilisante pour les 
proteines cryoprecipi tables destinees a etre soumises a une 
lyophilisation et a un traitement thermique d'inactivation 
virale, caracterisee en ce qu'elle comprend un melange 

10 d'arginine, d'au mo ins un acide amine hydrophobe et de 
citrate trisodique. 

21. Formulation stabilisante et solubilisante selon la 
revendication 20, caracterisee en ce qu'elle est constitute 
dudit melange d'arginine, d'au moins un acide amine 

15 hydrophobe et de citrate trisodique. 



20 



